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(54) Title: USE OF TREHALOSE FOR STABILISING A LIQUID VACCINE 



(54) Titre: UTILISATION DE TREHALOSE POUR STABILISER UN VACCIN LIQUIDE 
(57) Abstract 

The invention concerns a liquid vaccine composition comprising at least an antigen consisting of a polysaccharide bound to a carrier 
protein and trehalose. The invention also concerns a method for stabilising a liquid vaccine composition which consists in adding trehalose 
to the vaccine composition. 

(57) Abregd 

L'invention conceme une composition vaccinale liquide comprenant au moins un antigene constitu6 par un polysaccharide lie" a une 
proline porteuse, ainsi que du trehalose. L'invention conceme 6galement un proc&le* de stabilisation d'une composition vaccinale liquide 
selon lequel on ajoute a la composition vaccinale du trehalose. 
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UTILISATION DE TREHALOSE POUR STABILISER UN VACCIN LIQUIDE 

L'invention est relative au domaine des vaccins. Plus particulierement, 
I'invention concerne les compositions vaccinales liquides comprenant, parmi 
5 leurs antigenes, au moins un polysaccharide lie a une proteine porteuse. 

On connait, dans Tart anterieur, de telles compositions vaccinales, dont 
certains antigenes, pour etre immunogenes, doivent etre lies a des proteines 
porteuses. C'est notamment le cas des compositions destinees a la vaccination 

10 contre les infections provoquees par ia bacterie Haemophilus influenzae de 
type b, qui comprennent, a titre d ! antigene vaccinal, le polysaccharide 
capsulaire de la bacterie ou Polyribosylribitol Phosphate (PRP) couple a 
I'anatoxine tetanique T. De telles compositions vaccinales ont tendance a 
perdre de leur immunogenicite, et done de leur efficacite au cours du temps. 

15 Pour pallier cet inconvenient, la solution generalement proposee dans Tart 
anterieur est la lyophilisation. Cette solution, satisfaisante d*un point de vue du 
resultat obtenu en matiere de conservation de I'immunogenicite, presente 
cependant I'inconvenient d'alourdir le precede de fabrication, et done d'en 
accroitre le cout. En outre, au moment de ('administration du vaccin, il est 

20 necessaire d'effectuer une operation supplementaire de reprise du lyophilisat 
par un liquide sterile, ce qui d'une part represente une contrainte 
supplementaire pour le praticien et d'autre part, comporte, comme toute 
manipulation, le risque d'etre mal effectuee. II est done souhaitable de trouver 
une autre solution au probleme de la perte d'immunogenicite au cours du temps 

25 des antigenes polysaccharidiques lies a une proteine porteuse lorsqu'ils sont 
presents dans une composition vaccinale liquide. 

A cette fin, Tinvention propose une composition vaccinale liquide 
comprenant au moins un antigene constitue par un polysaccharide lie a une 
30 proteine porteuse, caracterise en ce qu'elie comprend en outre du trehalose. 

Ainsi, on obtient une composition vaccinale qui, bien que liquide, 
conserve son caractere immunogene au cours du temps, meme lorsqu'elle est 
conservee a temperature ambiante. 

35 

La presente invention a egalement pour objet un procede de stabilisation 
d'une composition vaccinale liquide comprenant au moins un antigene constitue 
par un polysaccharide lie a une proteine porteuse, caracterisee en ce qu'il 
consiste a ajouter a la composition vaccinale du trehalose. 
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Le procede selon I'invention presente I'avantage d'etre simple et rapide, 
ce qui en fait un procede de choix pour un industriel. 

De nombreux autres avantages de la presente invention apparaitront a la 
5 lecture de la description detaillee qui suit. 

La composition vaccinale selon I'invention peut etre une composition 
monovalente, c'est-a-dire qu'elle est destinee a la protection contre une seule 
maladie, ou plurivalente, c'est-a-dire qu'elle est destinee a proteger I'individu a 

10 qui elle a ete administree, contre plusieurs maladies. Dans tous les cas, au 
moins une des valences vaccinales est representee par un antigene 
polysaccharidique lie a une proteine porteuse. Parmi les antigenes 
polysaccharidiques susceptibles d'entrer dans la composition d'un vaccin et 
d'etre stabilises selon I'invention, on peut citer les polysaccharides presents 

15 dans les capsules de bacteries, les polysaccharides presents dans les parois 
de bacteries Gram negatif ou encore les polysaccharides presents dans les 
parois de champignons. Ainsi, il est possible d'utiliser les polysaccharides 
rencontres dans les microorganismes suivants : Pseudomonas (par exemple 
P. aeruginosa), Staphylococcus, Streptococcus (par exemple S. pneumoniae), 

20 Klebsiella (par exemple K. pneumonia), Salmonella (par exemple S. typhi et 
S. paratyphi), Escherichia coli, Neisseria (par exemple N. meningitidis), Shigella 
(par exemple S. dysenteria, somnei ou flexneri), Haemophilus (par exemple 
H. influenzae de type b), Moraxella, Vibrio cholerae, Mycobacterium 
tuberculosis, Candida, Cryptococcus neoformans ainsi que Hansenula. 

25 

La presente invention a montre tout son interet pour des compositions 
vaccinales comprenant le polysaccharide capsulaire de Haemophilus influenzae 
type b ou Polyribosylribitol Phosphate. 

30 Les polysaccharides utilises generalement en tant qu'antigenes 

vaccinaux presentent generalement la caracteristique d'etre T-independants, 
c'est-a-dire notamment que la memoire du systeme immunitaire vis-a-vis de tels 
antigenes est faible et que ces polysacharides ne sont generalement pas 
immunogenes chez les jeunes enfants. Afin de les rendre T-dependants, il est 

35 usuel de les associer a des proteines porteuses (par proteine, au sens de la 
presente invention, on inclut egalement les peptides ou polypeptides) afin 
d'obtenir un conjugue polysaccharide-proteine porteuse. Ces proteines sont 
notamment celles utilisees habituellement dans le domaine des vaccins : 
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anatoxine diphterique, anatoxine tetanique, forme mutante non-toxique CRM 197 
de I'anatoxine diphterique, proteine de membrane externe de type 1 (OMP1) de 
Neisseria meningitidis, ainsi que tout peptide ou polypeptide natif ou de 
synthese susceptible de remplir la meme fonction, par exemple les peptides 
5 decrits dans la demande de brevet W098/31393. 



La liaison du polysaccharide a la proteine porteuse peut varier selon le 
polysacharide et la proteine utilisee. II s'agit generalement de liaison covalente, 
pouvant faire intervenir un bras espaceur. Selon le mode de liaison mis en 
10 aeuvre, Tantigene obtenu que Ton appelle generalement conjugue, est un 
antigene dans lequel le polysaccharide est lie a la proteine porteuse par une 
seule fonction chimique (conjugues de type soleil ou neoglycoconjugues) ou par 
plusieurs fonctions (conjugues de type rateau ou pelote). 



15 La composition vaccinale selon Pinvention pouvant etre plurivalente, il est 

possible d'ajouter a I'antigene constitue par le conjugue polysaccharide-proteine 
porteuse une ou plusieurs autres valences constitutes egalement par un 
conjugue polysaccharide-proteine porteuse, ou par tout autre antigene de type 
different. Parmi les autres valences susceptibles d'entrer dans la composition 

20 vaccinale selon invention, on peut citer notamment : la coqueluche, la polio, la 
diphterie, le tetanos, Thepatite (A,B,C...), la varicelle, les oreillons, la rougeole, 
la Dengue, I'encephalite japonaise, la fievre jaune, la rubeole, la grippe, la 
meningite, les pneumonies, ...etc. 

25 La composition vaccinale selon Tinvention peut comprendre en outre tous 

les composants presents habituellement dans un vaccin : tampon ou serum 
physiologique, conservateur, ainsi qu'un ou plusieurs adjuvants. 

Selon une caracteristique de Tinvention, cette composition vaccinale 
30 comprend, en outre, du trehalose en quantite suffisante pour permettre le 
maintien au cours du temps de Timmunogenicite de Tantigene constitue par le 
conjugue polysaccharidique. 

Le trehalose ou a-D-glucopyranosyl a-D-glucopyranoside est un 
35 disaccharide connu pour son action protectrice des proteines lorsqu'elles sont 
soumises a des temperatures elevees, notamment lors d'operations de sechage 
ou lyophilisation. Selon Tenseignement du document US 4 891 319 son action 
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protectrice pourrait s'expliquer par une substitution des molecules cTeau par des 
molecules de trehalose, les 2 composes comportant des fonctions OH. 

Le trehalose est egalement connu dans Tart anterieur comme protecteur 
5 de cellules. 

De fagon surprenante et sans que cela puisse se deduire des proprietes 
connues du trehalose, il a maintenant ete trouve que ce compose permettait de 
conserver Timmunogenicite de compositions vaccinates, merne dans le cas ou 
10 celles-ci ne seraient pas soumises a une elevation de la temperature ou a un 
precede de sechage. 

Par contre, d'autres sucres testes connus pour avoir des proprietes 
proches du trehalose, notamment le lactose, n'ont pas conduit a des resultats 
15 satisfaisants. 

Selon une caracteristique particuliere de I'invention, on a remarque 
qu'une quantite de trehalose comprise entre 3 et 12 % f et de preference 5, etait 
satisfaisante pour resoudre le probleme de stabilite de la composition vaccinale. 
20 A cette concentration, aucune reaction de toxicite n'a ete relevee. 

Le trehalose convenant aux fins de Tinvention doit etre un trehalose de 
qualite pharmaceutique, sans qu'il soit cependant necessaire qu'il presente un 
degre de purete absolue. Le trehalose fourni par la Societe SIGMA sous la 
25 reference T9531 convient parfaitement bien. 

L'addition du trehalose peut etre effectuee au debut du procede de 
fabrication ; il peut egalement etre ajoute dans la formulation a la fin du 
procede, seul ou en melange avec les autres excipients. 

30 

Les exemples qui suivent illustrent plus particulierement un mode de 
realisation de Tinvention. 

Exemple 1 

35 

On prepare 3 compositions vaccinates differentes en procedant de la maniere 
suivante : 
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a- Fabrication de 4 solutions stock d'excipients 

• solution de Tris Hydroxyl Amino Methane 50 mM- saccharose 42.5 % 
Composition pour 1 litre: 

6.06 g Tris Hydroxyl Amino Methane. 
5 425 g saccharose 
Eau PPI q.s.p.. 1 litre 

• Solution de trehalose a 20% 
Composition pour 400 ml 

10 Trehalose: 80 g 

Eau PPI q.s.p.. 400 ml 

PH=7 +0.1 apres ajustement avec une solution de soude 2.5N 

• Solution de chlorure de sodium 2M 
15 Composition pour 1 litre 

Chlorure de sodium: 1 17 g 
Eau PPI q.s.p.. 1 litre 

• Solution de Tris Hydroxyl Amino Methane 50 mM 
20 Composition pour 1 litre 

Tris Hydroxyl Amino Methane: 6.06 g 
HCI 5N: 8.54 ml 
Eau PPI q.s.p.. 1 litre 

25 b- Fabrication de 3 solutions d'excipients (A,B,C) a partir des 4 solutions stocks 
precedentes. Les volumes des solutions stocks utilises sont indiques dans le 
tableau ci dessous: 



Solutions stock 


Excipient 1 


Excipient 2 


Excipient 3 


Solution Tris Hydroxyl 
Amino Methane 50 mM, 
saccharose 42.5 % 


72.6 ml 


0 


0 


Solution trehalose 20% 


0 


100ml 


200 ml 


Solution de chlorure de 
sodium 2M 


0 


19ml 


0 


Solution Tris Hydroxyl 
Amino Methane 50 mM 


0 


72.6 ml 


72.6 ml 


Eau PPI 


q.s.p.. 363 ml 


q.s.p.. 363 ml 


q.s.p.. 363 ml 



30 c- Chaque solution d'excipient est sterilisee par filtration sur un filtre Millipack 
60 de 0.22pm de seuil de coupure 

d- Pour obtenir chacune des compositions vaccinales, on ajoute dans un flacon 
Schott de 500 ml sterilise par autoclave, dans I'ordre : 290 ml de chacune 
35 des solutions d'excipients preparees puis 29.6 ml d'une composition 

contenant du PRP-T et du saccharose. Les flacons sont places sous 
agitation 5 minutes a temperature ambiante puis 2 heures a 4°C. 
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e- Chaque composition est repartie dans des flacons peni en verre qui sont 
maintenus 6 mois a 25°C. 

La composition finale de chaque formulation est resumee dans le tableau 
5 suivant : 





Composition A 


Composition B 


Composition C 


PRP-T 

(pg de polyoside /ml) 


20 


20 


20 


Tris Hydroxyl 
Amino Methane (mM) 


10 mM 


10 mM 


10 mM 


Saccharose (%) 


8.5% 


0.78% 


0.78% 


Trehalose (%) 


0% 


5% 


10% 


NaCI (mM) 


0 


0.095 mM 


0 



Exemple 2 



10 On dispose de 5 lots de 8 souris femelles OF 1, d'un poids de 22 a 24 
grammes. Les souris sont reparties par lots de 8. Chaque lot est utilise pour 
tester une des compositions vaccinales A t B, ou C obtenues selon Texemple 1 , 
une composition vaccinate servant de temoin negatif (comprenant uniquement 
du PRP non conjugue) ainsi qu'une composition vaccinale servant de temoin 

15 positif qui est constitute du vaccin Act-Hib™ commercialise par la Societe 
PASTEUR MERIEUX Serums et Vaccins. 

On administre a chaque souris, par voie sous-cutanee, 0,5 ml de la composition 
vaccinale a tester correspondant a 2,5 jig de polyoside. Chaque souris regoit 
20 une injection a JO et une injection de rappel a J14. 

Le serum de chaque souris est preleve a JO, J14 et J21 . 

Exemple 3 

25 

Les serums preleves sont titres par Radio Immuno-Assay. Les resultats 
obtenus sont exploites de la maniere suivante : 

• La moyenne geometrique est calculee a partir du titre des 8 sera. 

30 • Le % de souris repondeuses (serum ayant un titre >0.5) est determine. 

• La difference des titres obtenue a J14 et J21 est calculee de maniere a 
evaluer I'effet de Tinjection de rappel. 
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Le produit est declare conforme lorsque les 3 conditions suivantes sont 
remplies : 

• A J21 , au moins 75 % des souris ont un titre >=0.5. 

• La difference entre les titres obtenus a J14 et J21 est statistiquement 
significative. 

• La difference de titre entre le produit teste et le temoin positif n'est pas 
statistiquement significative a J21. 



Les resultats obtenus sont resumes dans le tableau suivant : 





GMT a J14 


GMT a J21 


Conformite du 
Produit 


Temoin Negatif 


< 0,09 


0,05 




Temoin Positif 


< 0,1 


1,3 


+ 


Composition A 


0,33 


0,99 




Composition B 


0,13 


1.6 


+ 


Composition C 


0,11 


2,9 


+ 



Ces resultats montrent que les compositions vaccinates selon Tinvention 
conservent leur immunogenicite apres stockage pendant 6 mois a 25°C. 

Des tests effectues de la meme fagon sur des compositions stockees a 37°C, 
ont montre qu'une composition selon Tinvention, comprenant 5 % de trehalose, 
conservait son caractere immunogene meme apres 3 mois de stockage. 
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REVINDICATIONS 

1. Composition vaccinale liquide comprenant au moins un antigene constitue 
5 par un polysaccharide lie a une proteine porteuse, caracterise en ce qu'elle 

comprend en outre du trehalose. 

2. Composition vaccinale selon la revendication 1 , caracterisee en ce que ledit 
polysaccharide est le polysaccharide capsulaire de Haemophilus influenzae 

10 type b ou Polyribosylribitol Phosphate. 

3. Composition vaccinale selon la revendication 1 , caracterisee en ce que ledit 
polysaccharide est un polysaccharide de Pneumocoque. 

15 4. Composition vaccinale selon la revendication 1, caracterisee en ce que ledit 
polysaccharide est un polysaccharide de meningocoque. 

5. Composition vaccinale selon une des revendications precedentes, 
caracterisee en ce que ladite proteine porteuse est Tanatoxine tetanique. 

20 

6. Composition vaccinale selon une des revendications precedentes, 
caracterisee en ce que ladite proteine porteuse est I'anatoxine diphterique. 

7. Composition vaccinale selon une des revendications precedentes, 
25 caracterisee en ce que la quantite de trehalose est comprise entre 3 et 12 % 

en masse. 

8. Compositions vaccinales selon la revendication precedente, caracterisee en 
ce que la quantite de trehalose est d'environ 5 %. 

30 

9. Procede de stabilisation d'une composition vaccinale liquide comprenant au 
moins un antigene constitue par un polysaccharide lie a une proteine 
porteuse, caracterisee en ce qu'il consiste a ajouter a la composition 
vaccinale du trehalose. 

35 



10. Procede selon la revendication 9, caracterise en ce que la quantite de 
trehalose a ajouter est comprise entre 3 et 12 % en masse. 
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RAPPORT DE RECTEERCHE INTERNATIONALE 



Dem t International© No 

PCT/FR 00/00730 



A. CLASS EM ENT DE L'OBJET OE LA OEMANOE 

CIB 7 A61K47/26 A61K39/02 A61K39/09 A61K39/095 A61K39/102 
A61K39/385 A61P31/04 

Selon la ctassrfication intemationaie des brevets (CIB) ou a to fata selon to classification Rationale et la CIB 

B. DOMAINES SUR LESQUELS LA RECHERCHE A PORTE 

Documentation minimaie oonsuttee (systems de dassiticaiion survi des symbotoa de clasaement) 

CIB 7 A61K 

Documentation conauftee autre que la documentation mini male dans to mesure ou cea documents relevent des domaines sur lesquets a porte to recherche 
Base de donneee electroalque oonsuttee au coura de la recherche internationals (nom da la base de donneee, et si realisable, termes de recherche utilises) 



C. DOCUMENTS CONSIDERES COM ME PERTINENTS 



Categorie 9 


Identification des documents cites, avec, le cas echeant. {Indication des passages pertinents 


no. des revendi cations vtseea 


A 


WO 99 12568 A (MERCK & CO., INC., USA) 
18 mars 1999 (1999-03-18) 
revendi cations 9,10 


1-10 


A 


W0 95 33488 A (QUADRANT HOLDINGS 
CAMBRIDGE) 14 decembre 1995 (1995-12-14) 
* revendi cations, 
particulierement 23 et 17 * 
page 6, ligne 8 - ligne 14 


1-10 


A 


WO 86 06635 A (BIOTECH AUSTRALIA PTY LTD) 
20 novembre 1986 (1986-11-20) 
page 4, ligne 15 - ligne 28 
page 8, ligne 16 


1-10 


A 


US 4 206 200 A (GUTHOHRLEIN GERHARD ET 
AL) 3 juin 1980 (1980-06-03) 
le document en entier 

-/- 


1-10 



| X| Voi r to St"* 8 C pour la fin de to Date des documents 



[)( j Lea documents de families de brevets sont Indiquee en annexe 



* Categories epectoJes de documents cites: 

•A' document deflnissant I'etat general de la technique, non 

considers comma particulierement pertinent 
"E* document anterteur. mala puWie a la date de depot international 

ou apres cette date 

"L* document pouvant jster un doute sur una revenolcation de 
priorite ou oite pour determiner to date de publication d*une 
autre citation ou pour une raison spectole (telle qu'indkjuee) 

"O" document se referent a une divulgation orate, a un usage, a 
une exposition ou toua autres rnoyens 

•P* document public avant la date de depot International, mats 
posterieurement a la date de priorite revendiquee 



T* document ulterteur public apres la date de depot international ou to 
date de priorite et n'appartenenant pas a I'etat de to 
technique pertinent, mais cite pour oomprendre le principe 
ou to theorie constituant la base de (Invention 

"X" document patfcuflersment pertinent; flnven tion revendiquee ne peut 
etre oonsideree comme nouvelle ou comma impliquant une activrte 
Inventive par rapport au document consider© isotement 

"Y" document partteufierement pertinent; Pinven tion revendiquee 

ne peut etre oonsideree comme impliquant une activrte inventive 
torsque le document est asaocie a un ou plusieurs autres 
documents da meme nature, cette combinaison etant evidente 
pour une personne du metier 

document qui fait partte de to meme farrdlle de brevets 



Date a toquelle la recherche tntemationale a ete effectivement achevee 

10 mai 2000 


Date ©"expedition du present rapport de recherche intemationaJe 

17/05/2000 


Nom et adresse postale de 1 'administration charge© de to recherche intemationaie 
Office European dee Brevets, P.B. 5818 Patenttoan 2 
NL-2280HV Rijswijk 
Tel. (+31-70) 340-2040. Tx. 31 651 epo ni. 
Fax: (+31-70) 340-3016 


FoncUonnaire autorfse 

Teyssier, B 
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De do Intomatlonale No 
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C.(surte> DOCUMENTS CONS IDE RES COMME PERTINENTS 



Categorie e Identification des documents cites, avec t lo cas echoant, I'lndlcatlondes passages pertinents 



no. dee revendications viaees 



PAIVA C & PANEK A: "Biotechnological 
applications of the di saccharide 
trehalose" 

BIOTECHNOLOGY ANNUAL REVIEW, 

vol. 2, 1996, pages 293-314, XP000870408 

le document en entier 



1-10 
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Dorr > Internationale No 

PCT/FR 00/00730 



Document brevet cite 




Date de 


Membre(s) de la 




Date d8 


au rapport de recherche 




publication 


famille de brevets) 




publication 


W0 9912568 
_______ 


A 


18-03-1999 


AU 


9041598 


A 


29-03-1999 


W0 9533488 


A 


14-12-1995 


CN 


1156967 


A 


13-08-1997 






EP 


0762897 


A 


19-03-1997 






JP 


10500990 


T 


27-01-1998 


WO 8606635 


A 


20-11-1986 


AU 


594059 


B 


01-03-1990 






AU 


5861286 


A 


04-12-1986 






DE 


3650082 


D 


03-11-1994 






DE 


3650082 


T 


04-05-1995 






DK 


16487 


A 


16-03-1987 






EP 


0222835 


A 


27-05-1987 






ES 


554969 


D 


16-10-1988 






ES 


8900006 


A 


01-01-1989 






FI 


870140 


A 


14-01-1987 






HK 

nix 




A 


23-02-1996 






IL 


78775 


A 


21-06-1992 

* A ^ 






JP 


2761849 


B 


04-06-1998 






JP 


7213290 


A 


15-08-1995 






JP 


2660511 


B 


08-10-1997 






JP 


62503031 


T 


03-12-1987 






NO 


870148 


A 


13-03-1987 






NZ 


216162 


A 


26-04-1989 






ZA 


8603612 


A 


26-08-1987 


US 4206200 


A 


03-06-1980 


DE 


2748132 


A 


03-05-1979 






BE 


871612 


A 


27-04-1979 






CA 


1113861 


A 


08-12-1981 

\f \J _L ___■ __L _k 






DK 


477278 


A.B. 


28-04-1979 






ES 


474412 


A 


16-04-1979 






FI 


783250 


A,B 


28-04-1979 






FR 


2406999 


A 


25-05-1979 






GB 


2009198 


A,B 


13-06-1979 






JP 


1466743 


C 


10-11-1988 






JP 


54070422 


A 


06-06-1979 






JP 


63010686 


B 


08-03-1988 






SE 


447700 


B 


08-12-1986 






SE 


7811083 


A 


28-04-1979 
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PATENT COOPERATION ^^ATY 09/937 103 

PCT 4 " 

INTERNATIONAL PRELIMINARY EXAMINATION REPORT 

(PCT Article 36 and Rule 70) 



Applicant's or agent's file reference 
PM9904WO 


_ no t^ro^-rrD SeeNotificationofTransmittaloflntemational Preliminary 
FOR FURTHER ACTION Examination Report (Form PCT/IPEA/4 1 6) 


International application No. 


International filing date {day /month/year) 


Priority date {day/month/year) 


PCT/FR00/0073O 


23 March 2000(23.03.00) 


23 March 1999(23.03.99) 


International Patent Classification (IPC) or national classification and IPC 




A6 IK 47/26 






Applicant 


AVENTIS PASTEUR 





This international preliminary examination report has been prepared by this International Preliminary Examining Authority 
and is transmitted to the applicant according to Article 36. 



This REPORT consists of a total of 



. sheets, including this cover sheet. 



□ This report is also accompanied by ANNEXES, i.e., sheets of the description, claims and/or drawings which have been 
amended and are the basis for this report and/or sheets containing rectifications made before this Authority (see Rule 
70. 16 and Section 607 of the Administrative Instructions under the PCT). 



These annexes consist of a total of _ 



sheets. 



This report contains indications relating to the following items: 
Basis of the report 
Priority 

Non-establishment of opinion with regard to novelty, inventive step and industrial applicability 
Lack of unity of invention 

Reasoned statement under Article 35(2) with regard to novelty, inventive step or industrial applicability; 
citations and explanations supporting such statement 

Certain documents cited 
Certain defects in the international application 
Certain observations on the international application 



I 


I2SJ 


II 


□ 


III 


□ 


IV 


□ 


V 




VI 


□ 


VII 


□ 


VIII 


□ 



Date of submission of the demand 

1 1 September 2000 (1 1.09.00) 


Date of completion of this report 

18 May 2001 (18.05.2001) 


Name and mailing address of the IPEA/EP 
Facsimile No. 


Authorized officer 
Telephone No. 
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INTERNATIONAL PRELIMINARY EXAMINATION REPORT 



International application No. 

PCTVFR00/00730 



I. Basis of the report 



With regard to the elements of the international application:* 



□ 



the international application as originally filed 
the description: 

pages 

pages 

pages 



1-7 



, as originally filed 

, filed with the demand 



, filed with the letter of 



the claims: 

pages 

pages 

pages 

pages 



1-10 



, as originally filed 

, as amended (together with any statement under Article 1 9 

, filed with the demand 



_ , filed with the letter of 



| 1 the drawings: 

pages 

pages 

pages 



, as originally filed 



, filed with the demand 



( filed with the letter of 



| 1 the sequence listing part of the description: 

pages 

pages 

pages 



, as originally filed 



. , filed with the demand 



filed with the letter of 



2. With regard to the language, all the elements marked above were available or furnished to this Authority in the language in which 
the international application was filed, unless otherwise indicated under this item. 

These elements were available or furnished to this Authority in the following language which is: 

I | the language of a translation furnished for the purposes of international search (under Rule 23. 1(b)). 
I | the language of publication of the international application (under Rule 48.3(b)). 

1 | the language of the translation furnished for the purposes of international preliminary examination (under Rule 55.2 and/ 
or 55.3). 

3. With regard to any nucleotide and/or amino acid sequence disclosed in the international application, the international 
preliminary examination was carried out on the basis of the sequence listing: 

contained in the international application in written form. 

filed together with the international application in computer readable form. 

furnished subsequently to this Authority in written form. 

furnished subsequently to this Authority in computer readable form. 

The statement that the subsequently furnished written sequence listing does not go beyond the disclosure in the 
international application as filed has been furnished. 

The statement that the information recorded in computer readable form is identical to the written sequence listing has 
been furnished. 

The amendments have resulted in the cancellation of: 

1 I the description, pages 

1 I the claims, Nos. 

1 I the drawings, sheets/fig 



□ 
□ 
□ 
□ 
□ 

□ 
□ 



I I This report has been established as if (some of) the amendments had not been made, since they have been considered to go 
' — ' beyond the disclosure as filed, as indicated in the Supplemental Box (Rule 70.2(c)).** 

* Replacement sheets which have been furnished to the receiving Office in response to an invitation under Article 14 are referred to 
in this report as "originally filed" and are not annexed to this report since they do not contain amendments (Rule 70. J 6 
and 70.17). 

** Any replacement sheet containing such amendments must be referred to under item I and annexed to this report. 
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INTERNATIONAI^^ELIMINARY EXAMINATION REPORT^^ 


International application No. 
PCT/FR 00/00730 


V. Reasoned statement under Article 35(2) with regard to novelty, inventive step or industrial applicability; 
citations and explanations supporting such statement 


1 . Statement 










Novelty (N) Claims 


7 


-10 


YES 




Claims 




1-6 


NO 


Inventive 


step (IS) Claims 


9 


-10 


YES 




Claims 




1-8 


NO 


Industrial 


applicability (IA) Claims 


1 


-10 


YES 




Claims 






NO 


^nations 


ind explanations 








1. 


Document WO 86/06635 


(Dl) discloses liquid vacci 


ne 




compositions containi 


ng an antigen 


bound to a 






carrier protein, and 


trehalose (page 4, lines 7- 


28; 




page 8, line 16) and 


anticipates the subject mat 


ter 




of Claims 1-6 of the 


present application. It 






follows that Claims 1 


-6 cannot be deemed to be n 


ovel 




(PCT Article 33 (2) ) . 








2. 


Despite the fact that 


Claims 7-8 are novel, in 






principle, they canno 


t be considered to be inven 


tive 




because selecting the 


concentration of an additi 


onal 




ingredient is a standard structural 


. measure that 


a 




person skilled in the 


art would determine withou 


c an 




inventive step being 


involved . 






3. 


A method for stabilis 


ing a liquid vaccine 






composition by adding 


trehalose, as 


described in 


the 




present application, 


has not been described in the 




documents cited in the search report. It follow. 


3 




that the subject matt 


er of Claims 9 


-10 is novel 


(PCT 




Article 33(2)) and inventive (PCT Article 33(3)) 
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TRAIlft>E COOPERATION EN MAlfttE DE BREVETS 

PCT 

RAPPORT D'EXAMEN PRELIMINAIRE INTERN 

(article 36 et regie 70 du PCT) 




Reference du dossier du deposant ou du 
mandataire 

PM9904WO 


voir la notification de transmission du rapport d'examen 
POUR SUITE A DONNER preliminaire international (formulaire PCT/1PEA/416) 


Demande intemationale n° 
PCT/FR00/00730 


Date du depot international Qour/mois/annde) 
23/03/2000 


Date de priorite (jour/mois/anne'e) 
23/03/1999 


Classification intemationale des brevets (C1B) ou a la fois classification nationale et CIB 
A61 K47/26 


Deposant 

AVENTIS PASTEUR 



1 . Le present rapport d'examen preliminaire international, etabli par I'administaration chargee de I'examen preliminaire 
international, est transmis au deposant conform6ment a ('article 36. 

2. Ce RAPPORT comprend 4 feuilles, y compris ia presente feuille de couverture. 

□ II est accompagn6 d'ANNEXES, c'est-a-dire de feuilles de la description, des revendications ou des dessins qui ont 
ete modifiees et qui servent de base au present rapport ou de feuilles contenant des rectifications fartes aupres de 
('administration chargee de I'examen preliminaire international (voir la regie 70.16 et I' instruction 607 des Instructions 
administratives du PCT). 

Ces annexes comprennent feuilles. 



3. Le present rapport contient des indications relatives aux points suivants: 

I S Base du rapport 
Priorite 

Absence de formulation d'opinion quant a la nouveaute, I'activite inventive et la possibility 
d'application industrielle 

Absence d'unite de invention 

Declaration motivee selon ('article 35(2) quant a la nouveaute, I'activite inventive et la possibility 
d'application industrielle; citations et explications a I'appui de cette declaration 

Certains documents cites 



II 


□ 


III 


□ 


IV 


□ 


V 




VI 


□ 


VII 


□ 


VIII 


□ 



Date de presentation de la demande d'examen preliminaire 
intemationale 

11/09/2000 



Date d'achevement du present rapport 
18.05.2001 



Norn et adresse postaie de ('administration chargee de 
I'examen preliminaire international: 
Office europeen des brevets 

D-80298 Munich 
Tel. +49 89 2399 - 0 Tx: 523656 epmu d 

Fax: +49 89 2399 - 4465 



Fonctionnaire autorise 
Greif, G 

N° de telephone 449 89 2399 8659 



Formulaire PCT/IPEA/409 (feuille de couverture) (janvier 1994) 





RAPPORT D EXAMEN 
PRELIMINAIRE INTERNATIONAL 



Demande intemationale n° PCT/FR00/00730 



I. Base du rapport 

1 . En ce qui concerne les elements de la demande intemationale (fes feuilles de rempfacement qui ont 6t6 remises 
a I'office r&cepteur en reponse a une invitation faite conformSment a I'article 14 sont considerees dans le present 
rapport comme "initialement depos^es" et ne sont pas jointes en annexe au rapport puisqu'elles ne contiennent 
pas de modifications (regies 70. 16 et 70. 17)): 

Description, pages: 

1-7 version initiale 

Revendications, N°: 

1-10 version initiale 



2. En ce qui concerne la langue, tous les elements indiques ci-dessus etaient & la disposition de I'administration ou 
lui ont ete remis dans la langue dans laquelle la demande intemationale a ete d§posee, sauf indication contraire 
donnee sous ce point. 

Ces elements etaient & la disposition de I'administration ou lui ont ete remis dans la langue suivante: , qui est : 

□ la langue d'une traduction remise aux fins de la recherche intemationale (selon la regie 23.1(b)). 

□ la langue de publication de la demande intemationale (selon la regie 48.3(b)). 

□ la langue de la traduction remise aux fins de I'examen preliminaire intemationale (selon la regie 55.2 ou 



3. En ce qui concerne les sequences de nucleotides ou d'acide amines divulguees dans la demande 
intemationale (le cas ech§ant), I'examen preliminaire intemationale a ete effectue sur la base du listage des 
sequences : 

□ contenu dans la demande intemationale, sous forme ecrite. 

□ depose avec la demande Internationale, sous forme dechiffrable par ordinateur. 

□ remis ulterieurement & I'administration, sous forme Ecrite. 

□ remis ulterieurement & I'administration, sous forme dechiffrable par ordinateur. 

□ La declaration, selon laquelle le listage des sequences par ecrit et fourni ulterieurement ne va pas au-del& 
de la divulgation faite dans la demande telle que d6posee, a ete fournie. 

□ La declaration, selon laquelle les informations enregistrees sous dechiffrable par ordinateur sont identiques k 
celles du listages des sequences Pr6sente par ecrit, a ete fournie. 

4. Les modifications ont entraine I'annulation : 

□ de la description, pages : 

□ des revendications, n os : 

□ des dessins, feuilles : 



55.3). 



Formulaire PCT/IPEA/409 (cadres l-VHI, feuille 1) Quillet 1998) 



RAPPORT D'EXAMEN 
PRELIMINAIRE INTERNATIONAL 



Demande intemationale n° PCT/FR00/00730 



5. □ Le present rapport a 6t6 formula abstraction faite (de certaines) des modifications, qui ont 6t§ considSrees 
comme atlant au-del& de I'expose de I'invention tel qu'il a 6te depose, comme il est indique ci-apr&s (rdgle 



(Toute feuille de remplacement comportant des modifications de cette nature doit etre indiquee au point 1 et 
annex£e au present rapport) 



6. Observations complementaires, le cas ech6ant : 



V. Declaration motivee selon Particle 35(2) quant a la nouveaute, I'activite inventive et la possibility 
d'application industrielle; citations et explications a I'appui de cette declaration 



70.2(c)) : 



1. Declaration 



Nouveaute 



Oui : 
Non : 



Revendications 
Revendications 



7-10 
1-6 



Activity inventive 



Oui : 
Non : 



Revendications 
Revendications 



9-10 
1-8 



Possibility d'application industrielle Oui : 

Non : 



Revendications 
Revendications 



1-10 



2. Citations et explications 
voir feuille separee 



Fonmulaire PCT/IPEA/409 (cadres l-VIII, feuille 2) Quillet 1998) 



RAPPORT D'EXAMEN Demande Internationale n° PCT/FROO/00730 

PRELIMINAIRE INTERNATIONAL - FEUILLE SEPAREE 



1. Le document D1= WO 86/06635 divulgue des compositions vaccinales liquides 
comprenant un antigene lie a une proteine porteuse et du trehalose (p. 4, lignes 
7-28; p. 8, ligne 16) et anticipe Pobjet des revendications 1-6 de la demande 
presente. Nouveaute ne peut done pas etre accorde aux revendications 1-6 (Art. 
33(2) PCT). 

2. Revendications 7-8, malgre qu'ils soient nouvelles, ne peuvent a priori pas etre 
considerees comme inventives, parce que choisir la concentration d'un ingredient 
additionnel constitue pour la personne du metier une mesure constructive 
normale qu'il determinera sans qu'une activite inventive soit irnpliquee. 

3. Un precede de stabilisation d'une composition vaccinale liquide comme decrite 
dans la presente demande par Taddition du trehalose, n'a pas ete decrit dans les 
documents cites dans le rapport de recherche. L'objet des revendications 9-10 est 
done nouveau (Art. 33(2) PCT) et inventif (Art. 33(3) PCT. 
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UNIQUEMENT A TITRE D 'INFORMATION 



Codes utilises pour identifier les Etats parties au PCT, sur les pages de couverture des brochures publiant des demandes 
Internationales en vertu du PCT. 



AL 


ATbanie 


AM 


Arm erne 


AT 


Autriche 


AU 


Austral ic 


AZ 


Azcrbaldjan 


BA 


Bosnic- Herzegovine 


BB 


Barbadc 


BE 


Bclgiquc 


BF 


Burkina Faso 


BG 


Bulgarie 


BJ 


Benin 


BR 


Brfsil 


BY 


Bdlams 


CA 


Canada 


CF 


Republique ccntrafricainc 


CG 


Congo 


CH 


Suisse 


CI 


Cote d'lvoire 


CM 


Cameroun 


CN 


Chine 


CU 


Cuba 


CZ 


Republique tclicque 


DB 


Allemagne 


DK 


Dan em ark 


EE 


Estonie 



ES 


Espagne 


FI 


Finlande 


FR 


France 


GA 


Gabon 


GB 


Royaume-Uni 


GE 


Georgie 


GH 


Ghana 


GN 


Guince 


GR 


Grecc 


HU 


Hongrie 


IE 


Irlande 


IL 


Israel 


IS 


Islande 


IT 


Italic 


JP 


Japon 


KE 


Kenya 


KG 


Kirghiz is tan 


KP 


Republique populaire 




democracique de Confe 


KR 


Republique de Corfe 


KZ 


Kazakstan 


IX 


Satnte-Lucie 


LI 


Liechtenstein 


LK 


Sri Lanka 


LR 


Liberia 



LS 


Lesotho 


LT 


Lituanie 


LU 


Luxembourg 


LV 


Lettonie 


MC 


Monaco 


MD 


Republique dc Moldova 


MG 


Madagascar 


MK 


Ex -Republique yougoslave 




de Macldoine 


ML 


Mali 


MN 


Mongol ie 


MR 


Mauritante 


MW 


Malawi 


MX 


Mexique 


NE 


Niger 


NL 


Pays-Bas 


NO 


Norvege 


NZ 


Nouvelle-Z6lande 


PL 


Pologne 


PT 


Portugal 


RO 


Roumanie 


RU 


Federation de Russte 


SD 


Soudan 


SE 


Suede 


SC 


Singapour 



SI 


Sloven te 


SK 


Slovaquie 


SN 


Stfntfgal 


sz 


Swaziland 


TD 


Tchad 


TG 


Togo 


TJ 


Tadjikistan 


TM 


Turkmdnistan 
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Le present rapport de recherche Internationale, etabll par radmlnlstratlon charges de la recherche Internationale, est transmls au 
deposant confcrrnement a r article 18. Una cople en est transmlse au Bureau International. 



Ce rapport de recherche Internallonale comprend . 



.feu! lies. 



|X| II est aussl accompagne <fune cople de cheque document relatff & I'etat de la technique qui y est cttB. 



1. Basedu rapport 

a. En ce qui concerne la langue, la recherche IrrtBrnattonaJe a 6te effectuee sur la base de la demande IntBmatlonale dans la 
langue dans laquelle elle a et£ deposee, sauf Indication corttralre dortnee sous le meme point 

| | la recherche Internationale a 6te* effectuee sur la base crime traduction de la demande Internationale remise a radmlnlstratlon. 

b. En ce qui concerne lee sequences de nucleotides ou <facides amines dlvulguees dans la demande Internationale (le cas echearrt), 
la recherche IntBmatlonale a 6te effectuee sur la base du llstage dee sequences : 
| | contenu dans la demande Irrtemattonale, sous forme ecrtte. 

deposee avec la demande tntematlonale, sous forme dechlffrable par ordlnateur. 

remls ulterteurement a radmlnlstratlon, sous forme ecrtte. 

remls utterleuremerrt a radmlnlstratlon, sous forme dechlffrable par ordlnateur. 



□ 
□ 
□ 
□ 

□ 



La declaration, selon laquelle le llstage des sequences presents par ecrtt et fouml ult&leurement ne vas pas au-dela de la 
divulgation fatte dans la demande telle que deposee, a eta* foumle. 

La declaration, selon laquelle les Informations enregtetrees sous forme dechlffrable par orcflnatsur sent Identlques a celles 
du llstage des sequences presents par ecrtt a 6td foumle. 



2. 

a 



| | llaet* estlme que certaines revencficatione ne pouvaient pas fairs I'objet <fune recherche (voir le cadre I). 
| | II y a absence cfuntt* de r In verrtlon (voir le cadre 1 1). 



4. En ce qui concerne le litre, 

|X| le texts est approuve tel qull a 6t£ remls par le deposant 

| | Le texts a ete etabO par radmlnlstratlon et a la tBneur sulvante: 



En ce qui conceme I'abrege, 

|Y] la texts est approuve tel qull a 6t6 remls par le deposant 

i — I le tBxte (reprodutt dans le cadre III) a ete etabll par radmlnlstratlon corrforme'ment a la regie 38.2b). Le deposant peut 
I I presenter des observations a radmlnlstratlon dans un ddlai <fun mols a compter de la date d'expddltlon du present rapport 



de recherche IrrtemationaJe. 
La figure des desslns a pubUer avec I'abrege est la Figure n° 



suggeree par le deposant [H Aucune des figures 

^ M A — n'estapubfler. 

| | parce que le deposant if a pas suggere de figure. 

| | parce que cette figure caractertse mleux r invention. 



Formulalre PCT/ISA/210 (premiere feulOe) Quillet 1998) 



